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Diffusionskontrollierende Sensorschicht 

Aussagen zur biologischen Wirkung von Substanzen sind wesentlich fur die 
5 Entwicklung und Anvvendung von Wirkstoffen, insbesondere im pharmazeutischen 
Bereich. Wirkungspriifungen stellen entscheidende Schritte bei der Bevvertung der 
Ergebnisse der Kombinatorischen Chemie sowie der Evaluierung von Naturstoffen 
Oder von synthetischen Substanzbibliotheken dar. Die Erfindung betrifft eine 
diffusionskontrollierende Sensorschicht, eine Vorrichtung und ein Verfahren zur 
10 Erfassung der biologischen Wirkung von Substanzen. 

Zur Priifung von biologischen Wirkungen werden im allgemeinen Mikrotiterplatten- 
Formate oder davon abgeleitete Formate angewendet. Gemeinsames Merkmal dieser 
Techniken ist die Durchfuhrung des Wirkungsassays in abgeschlossenen 

15 Kompartimenten (Mikrotiterplatten-Weli, Vial, Sensorpunkt in Sensorarray). Dabei 
wird die zu prufende Substanz in diskreten Fiussigkeitsvolumina, z.B. irmerhalb der 
Mikrotiterplatten- Wells, mit dem Sensorsystem in Kontakt gebracht. Biologische 
Wirkung wird in den einzelnen Mikrotiterplatten- Wells uber die jeweilige Reaktion 
des Sensorsystems, z.B. Farbanderung in Gegenwart bioaktiver Substanzen, erkannt 

20 [High Throughput Screening, John P. Devlin, Marcel Dekker INC, New York, 1997]. 
Nach dem Stand der Technik befmden sich die Sensororganismen in einer Suspen- 
sion, in der sie frei. diffundieren konnen. In einer Suspension kann es zu einer 
Sedimentation der Sensororganismen wahrend des Detektionsprozesses kommen. 
AuBerdem wird keine gleichmaBige Beschichtung unterschiedlicher Materialien 

25 (Glas, Kunststoff, Metall) und Oberflachen (glatt, rauh, poros) erreicht. 

Die dem Stand der Technik entsprechenden Prufverfahren ergeben zwar Wirkungs- 
aussagen zu einer Probe als Ganzes, sie sind aber aufgrund ihrer diskontinuierlichen 
Arbeitsweise nicht in der Lage, die ortliche Verteilung von biologischer Aktivitat auf 
30 der Oberflache von Untersuchungsobjekten abzubilden. 
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Eine weitere Einschrankung fur Testverfahren nach dem Stand der Technik besteht in 
der Empfindlichkeit gegeniiber Storungen, die zu falsch negativen Aussagen fuhren. 
So werden konventionelle Zell-basierte Tests durch cytotoxische Substanzen gestort, 
wahrend enzymatische Tests z.B. durch denaturierende Substanzen beeinfluBt 
5 werden. Diese storenden Komponenten konnen als Kontamination in der zu 
prufenden Probe vorliegen oder sind Bestandteil des Substanzgemischs, wie es bei 
Naturstoffen oft der Fall ist. 

Bei den etablierten Wirkungspriifungen besteht das Problem, unter den MeBbe- 
10 dingungen die optimalen Konzentrationen oder Aktivitaten der zu prufenden Sub- 
stanzen einzustellen. Unter realen Testbedingungen sind die sich daraus ergebenden 
Forderungen fiir die Probenvorbereitungen von z. T. unbekaruiten Substanzen nur mit 
hohem Aufwand einzuhalten. 

15 Wirkungstests, die auf einem mehrstufigen Prozess beruhen (z.B. auf Basis R- 
Galactosidase-Expression mit nachgeschalteter Farbreaktion), erfordem nach dem 
Stand der Technik eine rriehrschrittige Arbeitsweise mit dem daraus folgenden er- 
hohten Aufwand fur die Durchfiihrung des Tests. 

20 Geeignete Proben fur Wirkungspriifungen nach bekannten Verfahren sind Rein- 
substanzen. In der Praxis liegen jedoch meistens Substanzgemische vor. 

Hierzu wird in EP 588 319 beschrieben, wie die biologische Wirkung von Sub- 
stanzen durch eine Kombination aus chromatographischer Auftrennung der zu testen- 
25 den Substanzen in chromatographische Zonen mit einem anschlieBenden Test der 
biologischen Wirkung (der Toxizitat) der einzelnen aufgetrennten Fraktionen, 
liberpriift wird. Dazu werden die einzelnen Fraktionen in Kontakt mit Leucht- 
mikroorganismen gebracht, die durch eine lokale Anderung ihrer Biolumineszenz an 
den einzelnen Fraktionen die biologische Wirkung dieser Fraktion anzeigen. 
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Die Trennung der Substanzen in die Fraktionen erfolgt z.B. mittels Diinnschicht- 
chromatographie (DC) oder Saulenchromatographie (HPLC). Im Falie der Diinn- 
schichtchromatographie vvird die DC-Platte mit einer Leuchtmikroorganismen-Sus- 
pension benetzt und die den einzelnen Fraktionen zugeordnete, lokale Bio- 
5 lumineszenz untersucht. Im Falle der Trennung mit Hilfe der Saulenchromatographie 
wird dem Eluat aus der chromatographischen Saule die Leuchtmikroorganismen- 
Suspension kontinuierlich zugemischt und die Biolumineszenz der Mischung ge- 
messen. 

10 In P. D. Shaw et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 94, 1997, 6036-6041 ist eine 
dunnschichtchromatographische Methode beschrieben, bei der die Detektion von 
Homoserinlacton tiber ein Reportergensystem in einer 3 mm starken Agarschicht als 
Nahrmedium erfolgt. Dieses Verfahren wid ausschliefilich fiir den analytischen 
Nachweis des Hbmoserinlactons eingesetzt. Das fur den Nachweis von Homoserin- 

15 lacton beschriebenen Detektionssystem beruht auf einem modifizierten Agro- 
bacterium tumefaciens und Farbstoffbildung. Mit der hier beschriebenen hohen 
Schichtdicke konnen nur eine relativ geringe Abbildungsleistung und hohe Er- 
fassungsgrenzen erreicht vverden. 

2^ Die Aufgabe der Erfindung ist es, eine im Vergleich zum Stand der Technik ein- 
fachere, empfindlichere, schnellere, breiter einsetzbare und mit geringerem Artefakt- 
risiko behaftete Moglichkeit zur Erfassung der biologischen Wirkung von Substan- 
zen zu fmden. 

25 Die Losung der erfmdungsgemaBen Aufgabe ist eine Sensorschicht zur Erfassung der 
biologischen Wirkung von Substanzen, die in Kontakt mit der Probe gebracht v^ird, 
bestehend aus einer diffusionskontrollierenden Matrix und darin suspendierten 
Sensoren. 

30 Die Matrix kann dabei ein Nebenvalenzgel, z.B. Agarose, ein Polymergel, z.B. 
Acrylat oder eine viskose Losung, z.B. Polyethylenglykol in Wasser sein. Agar ist 
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wegen des relativ hohen Gelierpunktes insbesondere bei temperaturlabilen Sensoren 
wenig geeignet. 

Als Sensorsysteme eignen sich grundsatzlich alle fiir Wirkungsprufungen geeigneten 
5 Sensoren, die in Sensorschichten inkorporiert werden konnen. Geeignete Sensoren 
sind z.B. Mikroorganismen, insbesondere Zelien mit Reportergenkonstrukten, 
Enzymsysteme, Antikorper und Fluoreszenzsensoren. 

Die Sensorschicht bildet eine Diffiisionsbarriere fiir die mit ihr in Kontakt befind- 
10 lichen Substanzen. Verschiedene Stoffe difflindieren unterschiedlich schnell und 
unterschiedlich weit in die Sensorschicht hinein, da der Massentransport in der 
Sensormatrix substanzspezifisch unter anderem abhangig von Polaritat und Molektil- 
groBe verlauft. Dadurch bildet sich innerhalb der Sensorschicht ein Konzentra- 
tionsgradient fur die einzelnen zu prufenden Fraktionen oder Substanzen aus. Fur 
15 jedes Detektionsprinzip mit dem zugehorigen Sensor ist in einem bestimmten Ab- 
stand vom Trager eine optimale Konzentration der zu prufenden Substanz oder 
Fraktion vorhanden. Irmerhalb des Profils kann auch die konzentrationsabhangige 
Wirkung beobachtet werden. AuBerdem werden storende Substanzen wie Verun- 
reinigungen durch den Diffusionsprozess raumlich innerhalb der Sensorschicht von 
?^ wirksamen Substanzen abgetrennt. 

Daruber hinaus konnen in die Sensorschicht Zusatze eingebracht werden, die den 
DetektionsprozeB direkt kontrollieren, indem sie die Nachweisempfindlichkeit, die 
Selektivitat und die Kinetik der Sensorschicht beeinflussen. Ein solcher Zusatz ist 
25 z.B. ein Puffer zur Regulierung des Vitalitatsstatus von Sensorzellen. 

Die diffiisionskontrollierende Sensorschicht kann auch Indikatorsubstanzen (z.B. pH- 
Indikatoren, Redoxfarbstoffe) aufnehmen, die ortsauflQsende Aussagen zu pH- 
Werten oder Redoxeigenschaften auf Oberflachen von Untersuchungsobjekten er- 
30 moglichen. 
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Der Zusatz von Biolumineszenzsubstraten, Chemolumineszenzreagenzien, 
Fluoreszenzreagenzien und anderer Komponenten, die in bestimmten PriifVerfahren 
eine RoUe spielen, in die Sensorschicht erlaubt es, mehrstufige Detektionsprozesse in 
der Sensorschicht in einem Arbeitsschritt auszufuhren. Eine solche mehrstufige 
5 Reaktion ist z.B. die B-Galactosidase Expression mit anschlieBender Farbstoffbildung 
Oder Fluoreszenz- oder Chemolumineszenz-Reaktion. 

Die Schichtdicke der Sensorschicht betragt bevorzugt 0,1 bis 10 mm, besonders be- 
vorzugt 0,5 bis 3 mm, ganz besonders bevorzugt 0,5 bis 0,8 mm. 

10 

^ Die Sensorschicht enthalt in einer bevorzugten Ausfuhrungsform in 50 ml Sensor- 

schichtmasse 2 bis 8 ml Reportergenzellsuspension, besonders bevorzugt 3 bis 5 ml 
Reportergenzellsuspension. 

15 Die eingesetzte Reportergenzellsuspension hat bevorzugt eine optische Dichte von 
0,6 bis 1,4 bei 660 nm Wellenlange. 

Die Sensorschicht selbst karm aus mehreren Schichten aufgebaut sein. Dabei dienen 
die einzelnen Schichten verschiedenen Zvvecken und konnen entsprechend ihrem 
Zweck unterschiedlich dick sein. Die einzelnen Schichten konnen folgende Funktion 
haben: 

Aufnahme unterschiedlicher Sensorsysteme fur multiple Detektion 
Aufnahme von Zusatzen zur Steuerung und Unterstiitzung des Detektions- 
prozesses 

25 - Wirkung als Diffusionsbarriere oder Substanz-selektive Filterschicht. 

Es konnen auch mehrere, verschiedene Sensoren mit unterschiedlicher Wirkungs- 
spezifitat in die Matrix suspendiert werden, um so verschiedene biologische 
Wirkungen simultan zu erfassen. Es ergibt sich so eine Multisensorschicht. Um zu 
30 unterscheiden welcher Sensor in einer solchen Multisensorschicht eine biologische 
Wirkung zeigt, miissen die von den einzelnen Senoren ausgesandten Signale 
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unterschiedlich sein. Beispiele hierfiir sind eine Multisensorschicht mit mehreren 
Reportergenzellinien, die unterschiedliche biologische Aktivitaten mit unter- 
schiedlichen Signalen wie z.B. Biolumineszenz, GFP-Fluoreszenz, fi-Galactosidase- 
Expression anzeigen. Statt mehrerer verschiedener Sensoren konnen auch Reporter- 
5 genzellinien, die mehrere unterschiedliche Wirkungen simultan anzeigen, verwendet 
werden. Die Signale der Multisensorschicht lassen sich parallel auswerten. 

Die Losung der erfindungsgemaBen Aufgabe ist auBerdem ein Verfahren zur Priifung 
der biologischen Wirksamkeit von Substanzen. Die Probe wird zunachst auf oder in 
10 die Oberflache eines Tragers gebracht, sofem sie nicht bereits Bestandteil eines 
} Tragers ist. Als Trager kann entweder die Sensorschicht selber dienen oder ein zu- 

satzlicher Trager. Sofern die Sensorschicht nicht selbst als Trager dient, wird der 
Trager dann mit der erfindungsgemaBen Sensorschicht belegt. AnschlieBend wird die 
Wirkung der Substanz auf die Sensoren in der Sensorschicht bestimmt. 

15 

Als Trager konnen auBer der Sensorschicht selber glatte, strukturierte oder porose 
Objekte aus Glas, Kunststoffen, Metall oder aus anderen organischen oder anorga- 
nischen Materialien und Werkstoffen dienen. Insbesondere sind Papier, Membranen, 
Filme, Folien oder Polymerperlen geeignet. Es kann auch direkt biologisches 
20 Material wie Gewebeschnitte oder Pflanzenblatter als Probe dienen, so daB hier die 
Probe gleich Bestandteil des Tragers ist. 

Die zu testende Substanz auf dem Trager kann ungetrennt oder beispielsweise durch 
Dunnschichtchromatographie oder Saulenchromatographie in Fraktionen aufgetrennt, 
25 vorliegen. 

Die Sensorschicht kann auf den Trager aufgetragen werden durch GieBen, Tauchen, 
Walzen, Spriihen oder als Film. 



30 



Wenn die Sensorschicht selbst als Trager dient, wird die zu testende Substanz direkt 
auf die Sensorschicht aufgebracht z.B. durch Mikrodosiersysteme oder druck- 
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technische Verfahren, bei denen Substanzen auf die Schicht ubertragen werden. Ein 
drucktechnisches Verfahren besteht beispielsweise darin die Nadeln eines Stempels 
in die zu testenden Substanzen zu tauchen, die sich beispielsweise in den Wells einer 
Mikrotiterplatte befinden. Dabei benetzt jede Einzelsubstanz eine Nadelspitze. Der 
5 Stempel mit den Nadeln wird dann in die Senorschicht gepreBt. Alternativ konnen 
auch die Probensubstanzen auf Papier aufgetragen werden und dieses Papier mit der 
durch die Probensubstanzen beschichteten Seite auf die Sensorschicht gedruckt 
werden. 

10 Bei Verwendung einer Sensorschicht, die Zellen als Sensoren enthalt, erfolgt vor der 
! Bestimmung der Wirkung der in der Probe enthaltenen Substanzen auf die Sensoren 

ein Inkubationsschritt. Hierzu wird die Sensorschicht oder der mit der Sensorschicht 
belegte Trager entsprechend den Anforderungen der eingesetzten Zellen unter defi- 
nierten Bedingungen beziiglich Temperatur, Feuchtigkeit und Begasung eine vorge- 
15 gebene Zeit gelagert. Danach wird erst die Wirkung der zu testenden Substanz auf 
die Sensoren bestimmt. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren gestattet es, Anreicherungsverfahren direkt mit 
dem Wirkungstest zu verbinden. Anreicherungen sind z.B. notig, wenn es sich um 

20 schwach wirksame Substanzen handelt. Die Inhaltsstoffe einer Probenlosung konnen 
durch unspezifische oder durch spezifische Adsorption an geeigneten Tragem wie 
Membranen, lonenaustauschmatrices, Affmitatsmatrices, Diinnschichtchromato- 
graphieplatten oder Papier angereichert werden. Das Anreichern kann durch direkten 
Kontakt des Tragers mit einem hinreichend groBen Volumen der Probelosung er- 

25 reicht werden. Hierzu konnen auch spezielle Probenaufgabetechniken der Chromato- 
graphie mit anreichemder Wirkung, z.B. Konzentrierungsschichten aus der Dunn- 
schichtchromatographie oder steile Losemittelgradienten eingesetzt werden. Die auf 
der Tragermatrix angereicherten und immobilisierten Substanzen konnen nach Be- 
legen mit der aktiven Sensorschicht direkt auf ihre biologische Wirkung gepriift 

30 werden. 
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Die Wirkung der Substanzen der Probe auf die Sensoren in der Sensorschicht wird 
bevorzugt mit Hilfe bildgebender Verfahren wie photographische Verfahren, Video 
Imaging oder auch als Handzeichnung festgehalten. Typische Reaktionen eines 
Sensors auf eine Substanz sind z.B. die Induktion oder die Loschung der Licht- 
5 . emission aus Biolumineszenz- oder Chemolumineszenzprozessen, die Induktion oder 
die Loschung von Fluoreszenzemissionen sovvie die integrate oder spektrale Ande- . 
rung der Lichtabsorption. Die biologische Aktivitat wird fur die Positionen auf dem 
Trager, an denen sich eine bestimmte Substanz befmdet, aufgrund des jeweiligen 
Sensormechanismus angezeigt. 

10 

' Eine Reihe von Nachvveisprinzipien - z.B. Biolumineszenz, Fluoreszenz, Farbstoff- 

bildung - gestatten die mehrfache Beobachtung der detektierten Wirkung zu ver- 
schiedenen Zeitpunkten, so daB auch detailiierte kinetische Resultate zum Verlauf 
der Wirkung erhalten werden. Bevorzugt vverden Nachweisverfahren iiber die 

15 Messung von Lichtemission gegenuber Messungen der spektralen Anderung der 
Lichtabsorption, da hier deutlich hohere Empfmdlichkeiten zu erreichen sind und bei 
der Messung von Lichtemission nach wesentlich kurzerer Zeit Signale nachweisbar 
sind. 

20 Die Auswertung der Biiddaten karm qualitativ im Sinne einer Ja/Nein-Aussage zur 
biologischen Aktivitat und quantitativ zur Bewertung von Wirkungshohen und der 
raumUchen Verteilung der Aktivitat erfolgen. Hierzu konnen Bildverarbeitungs- 
programme oder auch visuell vergleichende Verfahren eingesetzt werden, die jevveils 
mit bekannten Referenzwirkungen kalibriert vverden. 

25 

Die Losung der erfmdungsgemaBen Aufgabe besteht weiterhin in einer Vorrichtung 
bestehend aus einer erfmdungsgemaBen Sensorschicht die in Kontakt mit der zu 
untersuchenden Substanz steht und einem bildgebenden System in dessen Detek- 
tionsbereich sich ein Teil oder die gesamte Sensorschicht befindet. 



30 
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Bevorzugt zeigen die Sensoren der Sensorschicht ihre Aktivitat durch Emission oder 
Loschung von Lichtemission an, die dann durch ein entsprechendes bildgebendes 
System detektiert wird. 



5 Die erfindungsgemaBe Sensorschicht, das erfindungsgemaUe Verfahren und die 
erfmdungsgemafie Vorrichtung bieten gegenuber dem Stand der Technik eine Reihe 
von Vorteilen, insbesondere fur Zell-basierte Wirkungspriifungen: 

L Die Sensorschicht steuert sowohl durch DiffusionskontroUe wie auch uber 
10 regulierende und unterstutzende Zusatze den Detektionsprozess. Dariiber 

hinaus erlaubt der Aufbau der Sensorschicht die gleichmaBige Beschichtung 
unterschiediicher Materialien (Glas, Kunststoff, Metall) und Oberflachen 
(glatt, rauh, poros). Weiterhin wird die Sedimentation der Sensororganismen 
wahrend des Detektionsprozesses vermieden. 

15 

2. Bei Untersuchungen bioaktiver Substanzen besteht haufig die Gefahr, daB der 
Test gestort wird, wenn die Konzentration der zu testenden Substanz zu hoch 
ist. Dieses Artefaktrisiko ist durch den groBen erfaBten Konzentrationsbereich 
in der diffusionskontrollierenden Sensorschicht deutlich verringert. Der Kon- 

20 zentrationsgradient einer Substanz in der Sensorschicht erlaubt Zonen 

. biologischer Aktivitat unterhalb cytotoxischer Konzentrationen von Sub- 

}■■ 

stanzen. Dies ist vorteilhaft fur Wirkungstests von Substanzen mit unbekann- 
ten Prufkonzentrationen. Der Aufwand flir die Bestimmung und Standardi- 
sierung der Substanzkonzentrationen kann reduziert werden oder entfallen. 

25 

3. Substanzgemische, die cytotoxische oder andere, mit Wirkungstests inter- 
ferierende Komponenten enthalten, konnen im Vergleich zu konventionellen 
Techniken mit geringerem Risiko falsch negativer Ergebnisse auf biologische 
Aktivitat gepriift werden. Die diffusionskontrollierende Sensorschicht erzeugt 

30 fur unterschiedliche Substanzen unterschiedliche Konzentrationsprofile und 
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trennt so die storenden von den zu testenden Bestandteilen des Substanz- 
gemischs. 

4. Wenn sich auf einem Trager verschiedene Substanzen raumlich getrennt 
befinden, z.B. in chromatographischen Zonen, so besteht in der konventio- 
nellen Technik die Gefahr, daB sich, insbesondere bei langen Inkubations- 
zeiten die Substanzen auf verschiedenen Positionen des Tragers vermischen. 
Die diffusionskontrollierende Sensorschicht verhindert eine zu starke 
Diffusion selbst bei langen Inkubationszeiten, so dal3 die Zonen wirksamer 
Substanzen auf Tragem auch nach langen Inkubationszeiten tiber ihre 
Wirkung erkannt werden konnen. 

5. Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt eine ortsaufgeloste Erfassung von 
lokal variierenden Wirkstoffmengen, z.B. in Planzenteilen oder tierischen 
Geweben. Es erlaubt hohe raumliche Auflosungen. 

6. Beim Einsatz einer Multisensorschicht iassen sich in kurzer Zeit Wirkungen 
von Substanzen auf eine Vielzahl von Sensoren uritersuchen. Es konnen leicht 
Wirkungsprofile von Wirkstoffen aufgesteUt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann zur Untersuchung von biologischen 
Wirkungen und der Aufstellung von Wirkstoffprofilen in „Drug-Discovery- 
Programmen" und fiir mechanistische Untersuchungen der Wirkungsverteilung und 
der Wirkungsfreisetzung z.B. in pflanzlichen oder tierischen Geweben verwendet 
werden. 
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Figuren und Beispiele 

Die Figuren zeigen: 

5 Fig, 1 Schematischer Aufbau einer erfmdungsgemaCen Vorrichtung. 

Fig, 2 Ergebnis einer Bioaktivitatsmessung mit der erfindungsgemaBen 
Sensorschicht. 

10 Fig, 3 Vergleich zwischen konventionellem und erfindungsgemaBem Verfahren bei 
der Messung an einem Substanzgemisch mit toxischen Bestandteiien. 

Fig, 1 zeigt schematisch eine erfindungsgemaCe Vorrichtung. Auf dem Trager (1) 
befindet sich als Probe eine adsorbierte Substanz (2). Auf dem Trager (1) mit der 
15 Substanz (2) liegt die diffusionskontrollierende Sensorschicht (3), Oberhalb der 
Sensorschicht (3) befindet sich ein bildgebendes System (4), das das optische Signal 
(5) detektiert. Die auf dem Trager (1) befmdliche Substanz (2) difflindiert (6) in die 
Sensorschicht (3) und lost an den Sensoren (7) das optische Signal (5) aus. 

20 Beispiel 1 

i 

Beispiel 1 zeigt eine Abbildung biologisch aktiver Strukturen auf einem festen 
Trager mit der erfindungsgemaBen Sensorschicht. 

25 Um die Abbildungsleistung einer Sensorschicht zu untersuchen, wurde die 
wirkungsaktive Substanz Ciprofloxacin mittels eines Inkjet-Printers (HP DeskJet 870 
Cxi) in Form einer Testgrafik auf einen Trager aufgebracht (Fig. 2, rechte Seite). Als 
Trager diente eine mit Kieselgel 60 beschichtete Aluminiumfolie von Merck (Art. 
Nr. 1.05553). Zur Wirkungsdetektion enthielt die Sensorschicht gentechnisch herge- 

30 stellte Reportergenzellen, die die biologische Aktivitat des Ciprofloxacins durch 
Biolumineszenz wirkungsspezifisch anzeigen. Die durch den Ciprofloxacin-Auftrag 
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festgelegte ortliche Wirkungsverteilung auf dem Papiertrager wurde iiber die in der 
Sensorschicht induzierte Biolumineszenz mit einem Video-Imaging-System 
registriert. 

5 Das Ergebnis ist in Fig. 2, linke Seite dargestellt und zeigt fiir den gesamten 
Biolumineszenz-Imagingprozess eine grafische Auflosung von ca. 20 Ipi (lines per 
inch). Dies reicht aus, um z.B. Wirkungspriifungen als Tiipfeltests mit einer 
Spotdichte von mehr als 25 Spots/cm' auszufiihren. 

10 Detailangaben und die experimentellen Bedingungen zu Beispiel 1 sind nachfolgend 
^ angegeben: 

1 > Reportergenzellen 

15 Die Reportergenzelle besteht aus dem Escherichia coli Stamm SMI 01, der das 
rekombinante Plasmid pEBZlSl tragt. Dieses Plasmid kodiert eine Fusion zwischen 
dem recA-Promotor aus E. coli und den Strukturgenen des bakteriellen Leuchtens 
aus Vibrio fischeri (lux-Gene C, D, A, B, E und G). Zur Konstruktion des Plasmides 
wurde das recA-Promotor-tragende Bam H I-Fragment aus dem Plasmid pUA80 

20 [Barbe J, Fernandez de Henestrosa AR, Calero S, and Gibert I (1991) Chromogenic 
Method for rapid isolation of recA-like mutants of Gram-negative bacteria. J. 
Bacteriol. 173: 404-406] in ein Deri vat des Vektors pEBZl 12 [Peitzsch N, Eberz G, 
and Nies D (1998) Alcaligenes eutrophus as a bacterial chromate sensor. Appl. 
Environm, Microbiol. 64: 453-458), das inseriert in der Nco I Stelle des luxG-Gens 

25 eine lacZ-Kassette [Becker A (1993) Analyse der Succinbglycan-Biosyntheseregion 
von Rhizobium meliloti 2011: Untersuchungen zur Identifizierung des bakteriellen 
Infektionssignals in der Symbiose mit Luzerne. Doktorarbeit, Universitat Bielefeld, 
Deutschland] tragt, kloniert. Plasmid pEBZlSl wurde uber Standardmethoden 
[Sambrook J, Fritsch EF, and Maniatis T (1989) Molecular cloning: A laboratory 

30 manual (2nd edn). Cold Spring Harbor Laboratory Press] in den Escherichia coli 



- 13" 



Stamm SMIOI (erhalten vom E. coli Genetic Stock Center, Yale University, New 
Haven, USA) transformiert und fur Bioimaging-Versuche eingesetzt. 

Die Behandlung von Bakterien mit antibakferiellen Agenzien wie 4-Chinolon- 
5 carbonsauren fiihrt zur Induktion des sogenannten SOS-Reparaturmechanlsmus 
[Walker CG (1984) Mutagenesis and inducible responses to deoxyribonucleic acid 
damage in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 48: 60-93; Phillips I, Culabras E, 
Moreno F, and Baquero F (1987) Induction of the SOS response by new 4- 
quinolpnes. J. Antimicrob. Chemother. 20: 631-638; Piddock LJV, and Wise R 

10 (1987) Induction of the SOS response in Escherichia coli by 4-quinone antimicrobial 
agents. FEMS Microbiol. Lett. 41: 289-294). Das RecA-Protein ist ein Haupt- 
regulator dieses Reparaturmechanismus, wobei die SOS-Induktion zu einer ver- 
starkten Expression des recA-Gens fuhrt. Die Messung der Synthese des RecA- 
Proteins [Little JW and Mount DW (1982) The SOS regulatory system of 

15 Escherichia coli. Cell 29: 11-22; Witkin EM (1976) Ultraviolett mutagenesis and 
inducible DNA repair in Escherichia coli. Bacteriol. Rev. 40: 864-907] oder von 
recA-Reportergenfusionen [Nunoshiba T and Nishioka H (1991) Rec-lac test for 
detecting SOS-inducing activity of environmental genotoxic substances. Mutation 
Res. 254:71-77] ist eine Moglichkeit die SOS-Induktion und folglich die Wirkung 

20 von 4-Chinoloncarbonsauren zu messen. Da der Stamm E. coli SMlOl (pEBZ181) 
ein Plasmid mit einer recA-lux Reportergenfusion tragt, eignet er sich zum Nachweis 
von 4-Chinolon-carbonsauren oder anderen SOS-induzierenden Verbindungen. Die 
Gegenwart solcher Verbindungen fiihrt zu einer verstarkten Expression der 
Luciferasegene und damit zur einer Stimulierung der Biolumineszenz. 

25 

2. Sensorschichtmasse 

Die Beschichtungsmasse setzte sich folgendermalien zusanmien: 

30 - 32 ml 1 % Agarose (Agarose MP Boehringer Mannheim GmbH Art. Nr. 

1388983); diese niedrig schmelzende Agarose erlaubt es, temperaturempfmd- 
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liche Reportergenzellen bei Temperaturen unter 40°C ohne Schadigung zu 
suspendieren, 

4 ml LB Medium 200 g/1 (GIBCO BRL Art. Nr. 12780-052); der Zusatz von 
LB-Medium dient zur Aufrechterhaltung der vitalen Funktionen der 
Reportergenzellen wahrend der Inkubationszeit. 

4 ml Bakteriensuspension in LB-Medium 20 g/1; damit ergab sich eine 
optische Dichte von 1,2 bei .660 nm Wellenlange; uber das Volumeh der 
zugesetzten Bakteriensuspension wird die Zelldichte, d. h, die Dichte der 
Sensoren in der Sensorschicht gesteuert, um das Signal-Rausch- Verbal tnis 
und die Ortsauflosung zu optimieren. 

10 ml Wasser; dieser Zusatz regelt die Viskositat der GieBmasse und die 
mechanische Stabilitat der Sensorschicht nach dem Ausharten. 

3. Testgrafik 

Die Testgrafik \vurde mit Corel Draw (Version 8) erstellt. Die Linienstarke betragt 
fur die Linienraster 0,1 mm. Die Dot-Matrix enthalt in 1/2 Inch^ 50 quadratische 
Dots (Kantenlange 1 nam). Die Dots wurden mit einer Farbsattigung von 50 % ge- 
druckt, alle iibrigen Elemente der Testgrafik vvurden mit 100 % Farbsattigung ge- 
druckt. 

4. Cipro floxacin-Auftrag auf Kieselgel-beschichtete Aluminiumfolie 

42 ml einer Losung von 120 mg Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat in Wasser 
wurden in eine vorher entleerte Tintenpatrone des Inkjet-Printers HP DeskJet 870 
Cxi gegeben. Die unter 3. beschriebene Testgrafik (Fig. 2, rechte Seite) wurde mit 
dem Inkjet Printer auf die Kieselgel-Schicht der Aluminiumfolie gedruckt. 
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5. Auftrag der Sensorschicht und Inkubation 

Die Aluminiumfolie wurde unter einem Stickstoffstrom getrocknet, in einen 
passenden Edelstahlrahmen mit erhohtem Rand eingesetzt, auf einem Nivelliertisch 
5 waagrecht positioniert und mit der unter 2. erhaltenen Sensorschichtmasse gleich- 
maBig begossen, so daB eine Schichtdicke von 2 mm erreicht wurde. Nach Ausharten 
der Sensorschicht bei Raumtemperatur wurde der beschichtete Trager bei 28 °C fiir 
60 Minuten inkubiert. 

10 6, Videoimaging 

> 

Der nach 5. inkubierte Trager wurde mit einem Videoimaging-System („Molecular 
Light Imager NightOWL" von EG&G Berthold) gemaB Bedienungsanleitung 
vermessen. Die Aufnahmezeit betrug 60 s, die Kameraposition wurde auf ein 

15 Bildformat von 10 x 20 cm optimiert, Zuf Darsteliung der Ergebnisse woirden die 
erhaltenen Image-Daten in TIFF-Fiies konvertiert und anschlieBend mit geeigneten 
Grafikprogrammen (Corel Draw Version 8, Corel Photo Faint Version 8 oder 
Photoshop Version 4.0) formatiert, beschriftet und uber einen Laserprinter (HP 
LaserJet 5) ausgegeben. In Fig. 2 wird das Biolumineszenz-Image, das die Wirkung 

20 des auf die Kieselgel/Aluminiumfolie gedruckten Ciprofloxacins abbildet, zusammen 
mit der Original-Testgrafik gezeigt. 

Beispiel 2 

25 Beispiel 2 zeigt eine Anwendung der Sensorschicht fur Aktivitatstests in Gegenwart 
cytotoxischer Substanzen und einen Vergleich mit einem analogen Mikrotiter- 
plattentest. 

Im Gegensatz zu ublichen Mikrotiterplatten-Formaten kann die diffusionskon- 
30 troUierende Sensorschicht fur Tests von Substanzgemischen, die storende Kompo- 
nenten enthalten, eingesetzt werden, denn die Storkomponenten werden durch 
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Diffusions- und Adsorptionsprozesse in situ abgetrennt, so daB das Risiko fiir falsch 
negative Resultate herabgesetzt wird. Am Beispiel von Bioaktivitatstests mit dem 
SOS-Reportergensystem (siehe Beispiel 1) kann die Uberlegenheit der Sensorschicht 
im Vergleich zu Mikrotiterplattenformaten belegt werden. 

5 

In beiden Testformaten diente Ciprofloxacin zur wirkungsspezifischen Induktion der 
SOS-Antwort. Die in dem hier vervvendeten Reportergensystem stimulierte 
Biolumineszenz lieferte das Read-Out-Signal, das durch Videoimaging erfaBt wurde. 
Um die Toleranz der beiden Bioassayformate gegeniiber storenden Substanzen zu 
10 prufen, vvurden Tests in Gegenwart von cytotoxischem Cetyltrimethylammonium- 
' bromid (CTAB) ausgefuhrt. Dabei zeigte sich, dalJ fiir das Sensorschicht-Format die 

relative Biolumineszenz als Mali der selektiven Stimulation durch Ciprofloxacin bis 
zu CTAB-Konzentrationen von 500 ng/200 |.d konstant blieb, wahrend das Mikro- 
titerplattenforrnat in diesem Bereich bereits eine Biolumineszenzminderung von iiber 
15 50 % aufwies (Fig. 3). 

Detailangaben und die experimentellen Bedingungen zu Beispiel 2 sind nachfolgend 
aufgefuhrt: 

20 1 . SOS-Reportergensystem 

Es v^rde das gleiche SOS-Reportergensystem verwendet vvie in Beispiel 1. 

2. Mikrotiterplatten-Tests 

25 

Fiinf Testlosungen wurden in einer 96-Well-Mikrotiterplatte (Dynatech Microlite) 
angesetzt. In jeweils 200 (il Volumen waren enthalten: 
94 |il 2 % LB Medium (GIBCO BRL Art. Nr, 12780-052) 
16 |_il Reportergenzellsuspension (0D:1,2 bei 660 run) in 2 % LB Medium 
30 90 Losung der Substanzen 1. - 5. In Wasser 
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1. 25 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat 

2. 25 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat + 50 ng CTAB 

3. 25 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat + 100 ng CTAB 

4. 25 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat + 200 ng CTAB 

5. 25 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat + 500 ng CTAB 

Die Mikrotiterplatte wurde 60 min bei 28°C inkubiert und darauf mit dem Video- 
imagingsystem „Molecular Light Imager NightOWL,, von EG&G Berthold ver- 
messen. Fur die einzelnen Wells wurden jeweils die mittleren Grauwerte bestimmt. 
Die relative Biolumineszenz wurde durch Division dieser Grauwerte durch den Wert 
fur die CTAB-freien Referenzlosung ermittelt. Fur zwei Mefireihen wurden die 
Mittelwerte der relativen Biolumineszenzintensitat in Abhangigkeit von der CTAB- 
Konzentratiori bestimmt: 



CTAB 
[ng/200nl] 


rel. 

Biolumineszenz 


0 


1,00 


50 


0,88 


100 


0,87 


200 


0,78 


500 


0,44 



Zum Vergleich sind die Ergebnisse in der untenstehenden Abbildung den Resultaten 
fur das Sensorschichtformat gegenubergestellt. 

3. Aktivitatsmessungen mit der Sensorschicht 

Zur Erfassung der Ciprofloxacinwirkung mit der Sensorschicht wurden auf eine 
Dunnschichtchromatographieplatte (Merck Art. Nr. 1.15445 Si 60 F254S) mittels 
Eirmialmikropipetten die folgenden Testlosungen aufgegeben: 
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1 |il wassrige Losung von 10 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat 
1 |il wassrige Losung von 10 ng Ciprofloxacinhydrochlorid-Monohydrat + 
50 ng CTAB 

1 fil wassrige LSsung von 10 ng Cipro floxacinhydrochlorid-Monohydrat + 
100 ng CTAB 

Die unter einem Stickstoffstrom getrockneten DC-PIatten wurden mit einer Sus- 
pension der lumineszenten Sensorbakterien (siehe Beispiel 1) in 0,6 % Agarose mit 
einer Schichtdicke von ca. 2 mm auf einem Nivelliertisch planar beschichtet. Danach 

10 wurden die DC-Platten flir 60 min bei 28°C inkubiert. Anschliefiend erfolgte die 
Detektion der induzierten Biolumineszenz durch Imaging mit dem hochauflosenden 
CCD Low Light Imaging System ^Molecular Light Imager NightOWL,, von EG&G 
Berthold. Imaging-Bedingungen: Aufnahmezeit 60 s; Kameraposition auf DC- 
Plattenformat von 10 x 20 cm optimiert. Fiir die lumineszierenden Spots wurden die 

15 mittleren Grauwerte bestimmt. Um den Vergleich mit den oben beschriebenen 
Resultaten fur das Mikrotiterplattenformat zu fuhren, wurden aus den auf die Diirm- 
schichtplatte aufgegebenen Substanzmengen die analogen Konzentrationen ermittelt. 
Fiir diese Abschatzung wurde eine Diffusion der Substanzen im Sensorschicht- 
volumen oberhalb der Substanzspots (Spotdurchmesser 5 mm, Schichtdicke 2 mm) 

20 angenommen. Zwei MeUreihen lieferten die foigenden relativen Biolumineszenz- 
intensitaten (Mittelwerte) in Abhangigkeit von der CTAB-Konzentration: 



CTAB 
[ng/200|.il] 


rel. 

Biolumineszenz 


0 


1,000 


250 


1,002 


500 


1,023 



1. 

2. 
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4. Vergleich der Ergebnisse 

Der Vergleich der Messungen mit beiden Formaten zeigt, dali im Fall der 
Sensorschicht die Bioaktivitatsmessung durch den CTAB-Zusatz nicht beeintrachtigt 
vvurde, wahrend beim Mikrotiterplattenformat ein deutlicher Abfall (ca. 40 % des 
Ausgangswerts) der Biolumineszenz auftrat. Diese Resultate sind in Fig. 3 grafisch 
gegeniibergesteilt. 
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Patentanspriiche 

1. Sensorschicht zur Erfassung der biologischen Wirkung von Substanzen 
dadurch gekennzeichnet, dafi die Sensorschicht aus einer diffusionskontrollie- 
renden Matrix und darin suspendierten Sensoren besteht. 

2. Sensorschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Matrix ein 
Gel wie Agarose, Polyacrylate oder eine viskose Losung ist. 

3. Sensorschicht nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS die 
Sensoren prokaryotische oder eukaryotische Zellen, subzeliulare Partikel, 
Enzymsysteme, Antikorper, Fluoreszenzsensoren oder Indikatorfarbstoffe 
sind. 

4. Sensorschicht nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mehrere ver- 
schiedene Arten von Sensoren oder eine Art von Sensoren, die verschiedene 
biologische Wirkungen anzeigen kann, in der Sensorschicht suspendiert sind. 

5. Sensorschicht nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Sensorschicht Zusatze enthalt, die den DetektionsprozeB kontrollieren 
oder unterstiitzen. 

6. Sensorschicht nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die ZusStze 
Puffer fur die Regulierung des Vitalitatsstatus von Sensorzelien sind. 

7. Sensorschicht nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sensorschicht Biolumineszenzsubstrate, Chemolumineszenz- 
reagenzien oder Fluoreszenzreagenzien enthalt. 

8. Sensorschicht nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Sensorschicht aus mehreren Teiischichten besteht, wobei die Teil- 
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schichten unterschiedlich dick sein konnen und sich durch Art und Menge 
von Sensoren und/oder Zusatzen unterscheiden. 

Sensorschicht nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB in 50 ml Sensorschichtmasse bevorzugt 2 bis 8 ml, besonders bevorzugt 3 
bis 5 ml Reportergenzellsuspension enthalten sind. 

Sensorschicht nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Reportergenzellsuspension eine optische Dichte von 0,6 bis 1,4 bei 
660 nm hat. 

Sensorschicht nach einem der Anspruche 1 bis 10 dadurch gekennzeichnet, 
daB die Dicke der Schicht 0,1 bis 10 mm, vorzugsvveise 0,5 bis 3 mm, be- 
sonders bevorzugt 0,5 bis 0,8 mm betragt. 

Verfahren zur Erfassung der biologischen Wirkung von Substanzen, dadurch 
gekennzeichnet, daB 

a. ) die zu testende Probe auf oder in die Oberflache eines Tragers 

gebracht wird, oder bereits Bestandteil einer zu testenden Oberflache 
ist, 

b. ) der Trager mit einer Sensorschicht aus einem der Anspruche 1 bis 1 1 

belegt wird, sofem die Sensorschicht nicht selbst als Trager dient, 

c. ) die Wirkung der in der Probe enthaltenen Substanz oder Substanzen 

auf die Sensoren in der Sensorschicht bestimmt wird. 

Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Sensorschicht 
selber als Trager verwendet wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB bei Ver- 
vvendung einer Sensorschicht, die Zellen als Sensoren enthalt, vor der Be- 
stimmung der Wirkung der in der Probe enthaltenen Substanzen auf die 
Sensoren ein Inkubatio.nsschritt eingelegt wird, indem die Sensorschicht oder 

5 der mit der Sensorschicht belegte Trager entsprechend den Anforderungen der 

eingesetzten Zeliinien unter definierten Bedingungen beziiglich Temperatur, 
Feuchtigkeit und Begasung eine vorgegebene Zeit gelagert wird. 

15. Verfahren nach Anspruche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB die 
10 Wirkung der Substanz auf die Sensoren in einer ortsabhangigen Induktion 
/ oder Loschung der Lichtemission aus Biolumineszenz- oder Chemo- 

lumineszenzprozessen, der Induktion oder der Loschung von Fluoreszenz- 
emissionen sowie einer integralen oder spektralen Anderung der Licht- 
absorption besteht. 

15 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zu testende Probe ein Substanzgemisch ist, das chromatographisch in 
Fraktionen getrennt wird, bevor es in Kontakt mit der Sensorschicht gebracht 
wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die chromato- 
graphische Trennung in Fraktionen in einer Chomatographiesaule stattfindet 
und das Eluat fortlaufend auf verschiedene Stellen des Tragers aufgebracht 
wird. 

25 

18. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB die cluomato- 
graphische Trennung in Fraktionen durch Dunnschichtchromatographie auf 
dem Trager erfolgt, der mit der Sensorschicht beiegt wird. 



30 



19. Verfahren nach einem der Anspruche 12 bis 18, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Substanzen der Probe durch spezifische oder unspezifische Adsorption an 
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